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第 1 章 緒言 
 
我が国における盲導犬は、日本盲導犬協会（現アイメイト）で育成された
チャンピィ号が第 1 号とされている（1957 年）。その後、約 50 年を経過し
2012 年 3 月現在での盲導犬実働数は 1,043 頭で、使用者数は 1,064 名（タ
ンデム、21 頭）である[1]。現在、全国で繁殖犬として飼育している頭数は
約 150 頭である。毎年訓練されている犬は、約 500 頭で盲導犬の適性試験に



























に広まり、現在では 30 カ国 84 団体が国際盲導犬連盟に加入している。世界
の盲導犬使用者数は約 25,000 人以上と推測されている[4]。 
 
1-2 盲導犬育成事業団体   




















 盲導犬の育成犬は毎年 10 協会の訓練センターで訓練されている。毎年の
訓練頭数と合格頭数は、過去 4 年間で、平成 21 年度 545 頭中 161 頭（合格
率 29.5％）、平成 22 年度 602 頭中 138 頭（合格率 22.9％），平成 23 年度 600
頭中 136 頭（合格率 22.7％）、平成 24 年度 613 頭中 125 頭（合格率 20.4％）
となっている[5-8]。 
 NPO 法人全国盲導犬施設連合会の盲導犬情報によると盲導犬希望者は約


































































 盲導犬訓練士とは、最低 3 年間の養成期間が必要で、指導監督のもとに
12 頭以上の頭数を訓練した者で、犬の訓練技術および知識（犬解剖学、繁
殖遺伝学、盲導犬の歴史、犬の感覚、犬と人間の相互作用、動物心理学、犬































 世界では約 25,000 頭の盲導犬が活躍している。国際盲導犬連盟に約 30 
カ国，84 盲導犬育成団体が加盟している。   
以下に各国の盲導犬使用者数および盲導犬普及率を記述する[9]。 
(1) アメリカ 





盲導犬使用者数約 5,000 名、盲導犬普及率 79.2 
（1930年代から盲導犬事業が始まった。年間約 700頭が育成されている。） 
(3) ロシア 
 盲導犬使用者数約 800 名、盲導犬普及率 6.5 
(4) ドイツ 
 盲導犬使用者数約 1,500～2,000 名、盲導犬普及率 21.8 
(1916 年にオルテブルグに盲導犬訓練学校が設立された。) 
(5) スペイン 
盲導犬使用者数約 562 名、盲導犬普及率 14.0 
(6) イタリア 
盲導犬使用者数約 800 名、盲導犬普及率 6.1 
(7) フランス 
盲導犬使用者数約 1500 名、盲導犬普及率 25.6 
(8) スイス 
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 盲導犬使用者数約 350 名  
(9) オランダ 
盲導犬使用者数約 500 名、盲導犬普及率 50.0 
(10) ベルギー 
盲導犬使用者数約 350～400 名 
(11) フィンランド 





盲導犬使用者数約 120 名、盲導犬普及率 28.8 
(13) オーストラリア 
盲導犬使用者数約 500 名、盲導犬普及率 26.0 
(14) ニュージーランド 
盲導犬使用者数約 300 名、盲導犬普及率 79.3 
(15) 韓国 
 盲導犬使用者数約 100 頭、 
(16)  台湾 





 第 2 章では、盲導犬育成の第 1 段階であるパピーウォーカーの飼育状況 
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が、訓練犬の合否に影響するか、否かをアンケート調査により検討した。 
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第 2 章 盲導犬育成に関するパピーウォーカーの飼育調査研究 
2-1 まえおき 













 2011 年（平成 23 年）～2013 年（平成 25 年）間の 9 回（2011 年 2 月、5
月、9 月、11 月、2012 年 4 月、7 月、12 月、2013 年 7 月、9 月）パピーウ
ォーカー91 名の 119 頭が調査対象であった。ただし合否が確定した 2013 年




 訓練犬の性別は、オス 62 頭（52％）、メス 57 頭（47.9％）であった   
（表２）。創立以来、九州盲導犬協会で訓練した犬の性別は、822 頭中オス
385 頭（46.8％）、メス 437 頭（53.2％）であった。 












で、繁殖犬は 11 頭（9.2％）、現在訓練中の犬は 23 頭（19.3％）であった   
（表 3）。 
2-3-1-2 合格犬の犬種  
合格した犬 14 頭の犬種は、ラブラドールレトリバー10 頭（71.4％）、MIX4
頭（28.6％）であった（表 4）。 
2-3-1-3 合格犬の性別 
合格犬の性別は、オス 8 頭（57.1％）、メス 6 頭（42.9％）であった(表５)。 
2-3-1-4 合格犬の毛色 
訓練した毛色別の頭数や割合は、合格犬の毛色ブラック 3 頭（6.5％）、イ
エロー11 頭（15.1％）、不合格犬の毛色は、ブラック 19 頭（41.3％）、イエ
ロー36 頭（49.3％）であった（表 6）。 
2-3-1-5 不合格理由 
 71 頭の不合格の理由は、病気 16 頭（22.5％）、気質 55 頭（77.5％）が原
因であり、病気より気質的な問題が関与していた。この成績は、他の報告と
同様であった[7]。 その気質の内訳としては、不安度が高い 15 頭（27.3％）、
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興奮度が高い 13 頭（23.6％）、優位性が強い 5 頭（9.1％）、わがままである




の項目は順応性、興奮、不安の 3 項目を挙げている。 
2-3-1-6 不合格犬の病名 
 不合格犬の病名は、16 頭中 4 頭は股関節形成不全（4/16）、アレルギーな
どの皮膚病 3 頭(3/16)、眼の病気としては白内障 2 頭(2/16)、網膜萎縮 1
頭(1/16)、視神経異形成 1 頭(1/16)、泌尿器疾患の尿石症 1 頭(1/16)、異所
性尿管 1 頭(1/16)、胃腸障害 1 頭(1/16)、巨大食道症 1 頭(1/16)、および車
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集合住宅 14.3％および戸建 85.7％であった（表 10）。                                              
（3）交通環境の違いが合否と関連しているか、否かを検定するために、交
通環境（①交通量が多い、②中程度、③少ない）3 項目×合否 2 項目のχ2
検定を行った。その結果、交通環境は合否と関連していなかった（χ＝5.361 
n.s.）。 交通環境の合格率は、交通量が多い、中程度および少ないの順に








目（2 人、3 人、4 人、5 人、6 人および 7 人）×合否結果のχ2 検定を行っ
た。その結果、家族数は合否と関連していた（χ＝16.325 p＜0.05）。  合
格犬の家族数は 2 人、3 人、4 人、5 人、6 人および 7 人の順に 0％、7.1％、
57.1％、21.4％、0％および 14.3％であり、不合格犬の家族数は 34.5％、
18.2％、30.9％、12.7％、1.8％および 0％であった。 





れた（表 13、 14）。 
2-3-2-2 飼育状況 
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（1）委託から引き上げまでに病院にかかった病名は次の通りであった。 
外耳炎 14 頭、皮膚病 12 頭、下痢 10 頭、ストルバイト結石による膀胱炎 4
頭、誤食 2 頭、嘔吐 1 頭、耳ダニ 1 頭、頻尿 1 頭であった。病名×合否のχ
２検定を行った。その結果、合否とは関連していなかった（χ＝3.601  n.s. 
表 15）。   
（2）動物病院での反応が合否と関連しているか、否かを検定するために、
動物病院に行った時の反応 8 項目（①合格犬で興奮する ②リラックスして
いる ③落ち着いている ④少し興奮する ⑤少し怖がる ⑥とても怖が
る ⑦怯える ⑧攻撃的）×合否のχ２検定を行った。その結果、動物病院
での反応は合否とは関連していなかった（χ＝2.297 n.s.）。    
その内訳は、合格犬で興奮する 8 頭、リラックスして落ち着いている 4
頭、少し興奮して怖がる 2 頭、非常に怖がり怯える 0 頭、攻撃的 0 頭であっ
た。不合格犬で興奮する 28 頭、リラックスして落ち着いている 18 頭、少し









れなかった（χ＝4.608 n.s.）（表 18）。 
（5）１回の散歩時間×合否結果についてχ2 検定 を用いて検定したが有意
差は認められなかった（χ＝5.081 n.s. ）（表 19）。 











検定を行った結果、①（χ＝4.200 ｐ＜0.05） ②（χ＝6.198 p＜0.05） 






た（χ＝6.461 n.s. 表 23）。   
（9）家族や見知らぬ人を怖がったり、怯えたことがあったか 
 怖がったり、怯えたことの有無×合否結果についてχ2 検定を行ったが、
有意差は認められなかった（χ＝0.053  n.s.、表 24）。 
 その時期（怖がり怯える）についてχ2 検定結果、有意差は認められなか
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殖して、訓練犬に使用するようになった。現在までの MIX の実績は 93 頭で
合格犬は 27 頭（合格率 29.0％）となっている（九州盲導犬協会）。 
協会が現在までに訓練した犬の性別は、オス 46.8％（385/822 頭）、メス
53.2％（437/822 頭）であった。本研究ではオス 52.0％（62/119 頭）、メス
47.9％（57/119 頭）であり、性比については協会のそれとほぼ同じであっ
た。今回の訓練結果では、現在（10 月 31 日）までの盲導犬合格率は 11.8％
（14/119）であった。過去の協会の合格率 25.3％（208/822）に比べると低
い比率であった。その理由としては、病気による理由の不合格率 13.4％
（16/119 頭）および繁殖犬に供した個体 9.2％（11/119 頭）が多かったこ
とによるものであった。 
 合格犬の性別は、オス 57.1％（8/14 頭）、メス 42.9％（６/14）で、この 
結果は、甲田らの報告と同様であった[10]。 
不合格犬 71 頭のうち、気質理由による不合格率 77.5％（55/71）および 































χ=6.198 p<0.05」「無関心（ほとんどの場合興味を示さない）有（92.9％   












































































表 1 訓練犬の犬種 
  
    犬種  頭数 割合％ 
ラブラドールレトリバー 86 72.3 
ゴールデンレトリバー 0 0 
MIX （F1,F2）   32 26.9 
スタンダードプードル 1 0.8 
 
    
 合計   119 100 







   性別 頭数 割合％ 
オス 62 52.1 
メス 57 47.9 
    





















表 3 訓練犬の合否結果 
      割合％ 
合格犬 14 11.8 
不合格犬 71 59.7  
繁殖犬 11 9.2 
PR 犬 0 0 
訓練中 23 19.3  
    






















    
  頭数 割合％ 訓練犬に対する割合％ 
ラブラドールレトリバー 10 71.4 11.6 
MIX ４ 28.6 12.5  
      
 










































表 5  合格犬の性別 
   
      
  頭数 割合％ 訓練頭数に対する割合％ 








      
   
合計 14 100       




表 6 訓練犬の毛色 
     
       
  頭数 合格 不合格 病気 繁殖犬 訓練中 
ブラック 46 3  （6.5％） 19 (41.3％) 6 (13.0％) 6 (13.0％) 12 (26.1％) 
イエロー 73 11 （15.1％） 36 (49.3％) 10 (13.7％) 5 (6.8％) 11 (15.1％) 
              





















表 7 不合格理由 
  
    理由  頭数 割合％ 
病気   16 22.5 
 
    
 気質   55 77.5 
 不安度が高い 15 27.3 
 興奮   13 23.6 
 優位性   5 9.1 
 わがまま 5 9.1 
 注意散漫 4 7.3 
 無駄吠え 3 5.5 
 臭いへの反応 2 3.6 
 喜求性が低い   2 3.6 
 動物への反応 2 3.6 
攻撃性   1 1.8 
 適応力が低い   1 1.8 
 電車の音に震える   1 1.8 
 分離不安 1 1.8 
 
    
 合計   71 100 
 
 



























表 8  不合格病気の内訳 
 
    病名   頭数 
 股関節形成不全   4 
 アレルギーなどの皮膚病 3 
 眼疾患 白内障   2 
       網膜萎縮  1 
 
視神経異形成 1 
泌尿器疾患 尿石症 1 
         異所性尿管 1 
 胃腸障害   1 
 巨大食道症   1 
 その他（車酔い）   1 
  
  
 合計    16 

























表 9 居住地域 
   
    
    
 
合格犬 不合犬 χ２検定 





















表 10 住宅様式 
   
    
 
合格犬 不合格犬 χ２検定 


































   
    
 
合格犬 不合格犬 χ２検定 



























   





表 12 家の階段 
  
    
 
合格犬 不合格犬 χ２検定 














    


















表 13 家族人数 
 
   
人数 合格犬 不合格犬 
2 0 19 
 
0.% 34.5% 
3 1 10 
 
7.1% 18.2% 
4 8 17 
 
57.1% 30.9% 
5 3 7 
 
21.4% 12.7% 
6 0 1 
  
1.8% 
7 2 0 
 
14.3% 0.0% 
合計 14 55 
 
100% 100% 
































表 14  世代数 
  
    
世代数 合格犬 不合格犬 合計 
１世代家族 0 15 15 
 
0% 100% 100% 
２世代家族 11 33 44 
 
25.% 75.% 100% 
３世代家族 3 7 10 
 
30% 70% 100% 
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表 15 委託期間の罹患病名 
 
  
   
  病名 合格犬 不合格犬 合計 χ２検定 
外耳炎 4 10 14 n.s. 
 
28.6% 18.2% 20.3% 
 皮膚炎 2 10 12 
 
 
14.3% 18.2% 17.4% 
 下痢 3 7 10 
 
 
21.4% 12.3% 14.5% 
 ストルバイト結石による膀胱炎 0 4 4 
 
 
0% 7.3% 5.8% 
 誤食 0 2 2 
 
 
0% 3.6% 2.9% 
 嘔吐 0 1 1 
 
 
0% 1.8% 1.5% 
 耳ダニ 0 1 1 
 
 
0% 1.8% 1.5% 
 頻尿 0 1 1 
 
 
0% 1.8% 1.5% 








表 16 動物病院に行った時の反応 
 
    
 
合格犬 不合格犬 χ２検定 
興奮する 9 28 n.s. 
 
60.0% 41.2% 
 リラックスしている  




 少し興奮する       




 とても怖がる       








 合計 15 68 
 
    複数回答あり 








表 17 排泄の場所 
   
    
 
合格犬 不合格犬 χ２検定 
庭 9 36 n.s. 
 
64.3% 65.5% 





















    











表 18 散歩の回数 
 
  
   
 
合格犬 不合格犬   χ２検定 
1 日に 1 回 5 15      n.s. 
 
35.7% 27.3% 
２回 5 26 
 
35.7% 47.3% 
３回 3 14 
 
21.4% 25.5% 
４回 1 0 
 
7.1% 0% 
合計 14 55 
 
100% 100% 

























表 19 散歩の時間 
   
     
 
合格犬 不合格犬 χ２検定 
















  合計 14 55 
  
 
   100%      100% 
  










表 20 留守番の回数 
    
     日数 合格犬 不合格犬 χ２検定 
0 日 1 4 n.s. 
 
     1 日 3 13 
  
     2 日 5 8 
  
     3 日 2 13 
  
     4 日 3 5 
  
     5 日 0 6 
  
     6 日 0 2 
  
     7 日 0 4 
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表 21 留守番の時間 
   
     時間 合格犬 不合格犬 χ２検定 








































  n.s.：有意なし 





表 22 見知らぬ犬を見かけたときの反応 
   
     
 
合格犬 不合格犬 χ２検定 
やさしい（いつもフレンドリー） ある 11 28 χ＝4.200 p<0.05 
                            ない 3 27 
 競争心              ある 0 18 χ＝6.198 p<0.05 
ない 14 37 
 無関心              ある 13 37 χ＝4.070 p<0.05 
ない 1 18 
 苦手（犬を避けようとする）  ある 0 5 n.s. 
ない 0 50 
 敵意を持つ（威嚇、攻撃）   ある 0 0 n.s. 
ない 0 0 
 














表 23 吠えたり、唸ったりした時期 
  
     
 
合格 不合格 χ２検定 












































表 24 家族や見知らぬ人を怖がったり、怯えたことがあったか 
     
 
 
合格犬 不合格犬 χ２検定 
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表 25 怖がったり、怯えたりした時期 
 
    時期 合格 不合格 χ２検定 
3 か月以内 0 1 n.s. 
  
1.8% 
















 合計 1 5 
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表 26 吠える 
       対象 合格 不合格 χ２検定 
来客者       吠える 0 8 n.s. 
             なし 14 47 
 見知らぬ来客者  吠える 0 11 n.s. 
              なし 14 44 
 他の犬        吠える 3 10 n.s. 
              なし 11 45 
 他の動物に対して 吠える 0 3 n.s. 
              なし 14 52 
 車の中で      吠える 2 3 n.s. 
              なし 12 52 
 庭にいる時     吠える 0 5 n.s. 
              なし 14 50 
 子供を見たとき   吠える 1 5 n.s. 
              なし 13 50 
 お留守の時     吠える 0 8 n.s. 
              なし 14 47 
 インターホンの音  吠える 0 9 n.s. 
              なし 14 46 
 その他(主人が帰ってきた時小さ
い時、遊んでいる時）  吠える 0 3 n.s. 
              なし 14 52 
 合計 6 65 
n.s.：有意なし 



























表 27 唸る 
   
    
    対象 合格 不合格 χ２検定 
来客者       唸りあり 0 1 n.s. 
なし 14 54 
 見知らぬ来客者唸りあり 0 1 n.s. 
なし 14 54 
 他の犬       唸りあり 0 0 n.s. 
 なし 11 55 
 他の動物に対して 唸りあり 0 0 n.s. 
              なし 14 55 
 車の中で      唸りあり 0 0 n.s. 
              なし 14 55 
 庭にいる時     唸りあり 0 0 n.s. 
 なし 14 55 
 子供を見たとき  唸りあり 0 0 n.s. 
               なし 14 55 
 お留守の時     唸りあり 0 0 n.s. 
 なし 14 55 
 インターホンの音 唸りあり 0 1 n.s. 
 なし 14 54 
 合計 0 3 
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表 28 見知らぬ人を見た回数 
  
    頻度 合格犬 不合格犬 χ２検定 
１ない 0 1 n.s. 
 
0% 1.8% 

































表 29  見知らぬ子供見た回数 
  
    頻度 合格犬 不合格犬 χ２検定 
１ない 0 0 n.s. 
 
0% 0% 



















































表 30 犬を見た回数 
   
    頻度 合格犬 不合格犬 χ２検定 
１ない 0 4 n.s. 
 
0% 7.3% 

























表 31 猫を見た回数 
  
    
 
合格犬 不合格犬 χ２検定 
１ない 0 1 n.s. 
 
0% 1.8% 
































表 32 鳥を見た回数 
  
    頻度 合格犬 不合格犬 χ２検定 
１ない 0 2 n.s. 
 
0% 3.6% 

























































表 33 馬・羊・牛などを見た回数  
  
    
 
合格犬 不合格犬 χ２検定 
１ない 7 34 n.s. 
 
50.0% 61.8% 

























表 34 雷の経験回数 
    
頻度 合格犬 不合格犬 χ２検定 
１ない 1 2 n.s. 
 
7.1% 3.6% 


































表 35 不快でうるさい音の経験回数  
  
    頻度 合格犬 不合格犬 χ２検定 
１ない 5 10 n.s. 
 
35.7% 18.2% 


































表 36 車の走る音の経験回数 
  
    頻度 合格犬 不合格犬 χ２検定 
１ない 0 1 n.s. 
 
0% 1.8% 























































表 37 大きなトラックを見た回数  
  
    頻度 合格犬 不合格犬 χ２検定 
１ない 0 2 n.s. 
 
0% 3.6% 

























表 38 車のクラクションの経験回数  
  
    頻度 合格犬 不合格犬 χ２検定 
１ない 2 9 n.s. 
 
14.3% 16.4% 



































表 39 電車を見た回数 
  
    頻度 合格犬 不合格犬 χ２検定 
１ない 6 22 n.s. 
 
42.9% 40.0% 
































表 40 人ごみの経験回数 
  
    頻度 合格犬 不合格犬 χ２検定 
１ない 0 10 n.s. 
 
0% 18.2% 


































表 41 つるつるした床の経験回数  
  
    頻度 合格犬 不合格犬 χ２検定 
１ない 1 5 n.s. 
 
7.1% 9.1% 
































表 42 階段を使用した回数 
  
    頻度 合格犬 不合格犬 χ２検定 
１ない 1 0 χ＝9.905 p＜0.05 
 
7.1% 0% 
































表 43 鉄格子（フェンスも）の経験回数  
 
    頻度 合格犬 不合格犬 χ２検定 
１ない 6 16 n.s. 
 
42.9% 29.1% 




















 合計 14 55 











表 44 車に乗った回数 
   
    頻度 合格犬 不合格犬 χ２検定 
１ない 0 0 n.s. 
 
0% 0% 
















 合計 14 55 













表 45 エレベーターに乗った回数  
  
    頻度 合格犬 不合格犬 χ２検定 
１ない 3 22 n.s. 
 
21.4% 40.0% 































表 46 エスカレーターを使った回数  
 
    頻度 合格犬 不合格犬 χ２検定 
１ない 9 40 n.s. 
 
64.3% 72.7% 
































表 47 散歩中の引っ張り行動 
  
    頻度 合格 不合格 χ２検定 
毎日あった 0 25 χ＝13.493 p＜0.05 
 
0% 45.5% 
















 合計 14 55 













表 48 引っ張る理由 
    
     内訳 
 
合格 不合格 χ２検定 
①恐怖や不安で引っ張る ある 1 18 χ＝5.581 p<0.05 
 
ない 13 37 
 ②興奮して引っ張る ある 5 40 χ＝6.739 p<0.05 
 
ない 9 15 
 ③犬や猫に対して興味があり
引っ張る ある 5 45 χ＝11.887 p<0.05 
 
ない 9 10 
 ④排泄のために引っ張る ある 1 14 n.s. 
 
ない 13 41 
 ⑤日頃から親しい人に対して
好意をもって嬉しくて引っ張る ある 9 36 n.s. 
 
ない 5 19 
 ⑥人や猫などに敵対心をもっ
て向かっていくように引っ張る ある 0 4 n.s. 
 
ない 14 51 
 ⑦自分自身（パピー）の方が
有意であると思って引っ張る ある 1 14 n.s. 
 
ない 13 41 
 n.s.：有意なし 
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DRB4(dopamine receptor 4)[5-12]、  COMT（catecholamine-O- 
methyltransferase） [13,14] 、SLC1A2 （Solute carrier family 1/ glial 
high affinity glutamate transporter, member 2）[4,14]、GL-1 (Glutamate 




特開 2007－330207、特開 2008－194016）。 













16,728bp であり、22 個の tRNA 遺伝子、2 個の rRNA 遺伝子、13 個のタンパ
ク質のコード遺伝子が約 9 割を占め、環状構造をしている[19]。このほか、
非コード領域である転写調節領域(Control Region, CR)が存在する。特にこの CR
領域は、変異率が高いため超可変 (Hyper Variable, HV) 領域として知られ、当
該領域は、様々の種で品種分化・起源、遺伝的多様性、個体識別などの分野で
利用されている[20]。犬の CR は HV1 と HV2 が存在し、これらに挟まれた VNTR
によって構成されている[21,22]。HV1 よりも HV2 において塩基置換が多い
[23,24]ことから、犬の個体識別や遺伝的多様性の研究では、HV１領域のみ
あるいは HV1 および HV2 領域の両方を標的にしている[25-27]。これまで本
邦で飼養されている犬においても様々なハプロタイプが報告されており、品
種差も報告されている[22]。特に近年杉山らが報告した、純粋種 447 例の
mtDNA HV1 のハプロタイプ解析では、ゴールデンレトリバーを含む 5 品種の
遺伝的多様性が示されている[28]。一般に遺伝的多様性が減少すると、繁殖
効率への影響が懸念されるため、本章では、九州盲導犬協会で管理・飼養し
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ているラブラドールレトリバーの mtDNA HV1 について解析し、既報の同品種
結果と比較することにより当該集団の遺伝的多様性を評価した。 
3-2 材料および方法 
3-2-1 DNA 抽出 
採血後、EDTA 2K 入り採血管に保存した犬血液からの DNA 抽出は Puregene 
Kit（QIAGEN, 日本）を用いてプロトコールに従い以下の手順で実施した。 
滅菌済みの 15mℓチューブに犬血液約 2ml と RBC Lysis Solution 4 ml を入
れ、穏やかに 10 回転倒混和後、室温で 3 分間静置し、赤血球のみ溶解した。
次に、3,000 回転で 3 分間遠心分離を行い白血球を沈殿させ、上清を除去し
た。その後白血球を 1.5ml チューブに移し、Cell Lysis Solution 1ml を添
加して細胞壁を溶解した。更に、RNase A Solution（4 mg/mℓ）を 1.5 μℓ
加え、25 回程度転倒混和し、Dry Bath Incubator（major science, アメリ
カ）にて 37℃で 60 分間加温した。加温後、Protein Precipitation Solution 
333μℓを加え、ボルテックス Full speed・20 秒にてよく混和した後、13,000 
×g で 1 分間遠心分離した。沈澱したタンパク質を吸わないよう上清のみを
新たに用意した 1.5 mℓエッペンドルフチューブに移し、100％イソプロパノ
ール 1ml を加え、50 回程度穏やかに転倒混和した。その後、13,000 ×g で
1 分間遠心分離を行い、上清を捨て、清潔なろ紙上にチューブを逆さに置い
て風乾後、70％エタノール 300 μℓを添加し、数回転倒混和により DNA を洗
浄した。転倒混和後、13,000 ×g で 1 分間遠心分離を行い、エタノールを
捨て、清潔なろ紙上にチューブを逆さに 5 秒置き風乾した。その後、DNA 
Hydration Solution 300 μℓを加え、Dry Bath Incubator にて 65℃で 5 分
間加温し、DNA を十分に溶解した。得られた DNA は、NANO DROPTM 2000（Thermo 
Fisher Scientific, アメリカ）にて DNA 純度および DNA 濃度を測定した。 
なお、Catecholamine-O-methyltransferase (COMT)遺伝子の解析は、九州盲
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導犬協会が管理・飼養している、現役・リタイヤ盲導犬、繁殖犬、訓練犬（後
に合格犬、不合格犬、訓練中に分類）の計 146 例のゲノム DNA を、ゲノムワ
イドアソシエーション解析は、盲導犬群 13 例、非盲導犬群 13 例の計 26 例
のゲノム DNA を、また、イヌ mtDNA HV1 は、ラブラドールレトリバー68 検
体（雄 34 例、雌 34 例）をそれぞれ用いた。 
 
3-2-2 Polymerase Chain Reaction（PCR）法 
・Catecholamine-O-methyltransferase (COMT)遺伝子 
ゲノム DNA から Catecholamine-O-methyltransferase (COMT)遺伝子エク
ソン４内の G216A 遺伝子型（図 1）を決定するため、イントロン 3 とイント
ロン 4 にそれぞれプライマーをデザインし（forward:GGTGTGTTTAGTGTGATGT, 
Reverse: ATAAAGGCAGCCTTGAACCG）、PCR 法にて当該領域を増幅した。PCR は
FastStart Taq PCR kit (ロシュ・ダイアグノスティックス,東京)を用い、
10×PCR buffer 2.5μl、dNTP 0.5μl、プライマー各 1μl、Fast start Taq 
DNA polymerase 0.2μl、DNA 0.2μl、H2O 19.6μl で全量を 25μl とした。
PCR 反応は、95℃ 4 分間加熱後、初期変性 94℃ 45 秒、アニーリング 60℃ 45
秒、伸長反応 72℃ 45 秒を 1 サイクルとして 35 サイクル行い、最終伸長反
応を 72℃ 7 分間行った後、4℃で保存した。PCR 装置は TaKaRa PCR Thermal 
Cycler Dice TP600（TaKaRa,東京)を使用した。 
 
・ミトコンドリア(mt)DNA 超可変領域（Hypervariable region）I（HVR1） 
ゲノム DNA 抽出試料に含まれる mtDNA ゲノムから、イヌミトコンドリア
(mt)DNA 超可変領域 I を増幅するため、Himmelberger らの報告[27]に準じて作
成した Foward primer; ATTACCTTGGTCTTGTAAACC および Reverse primer; 
AAACTATATGTCCTGAAACC を用い PCR 法 (TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice 
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TP600)にて実施した（図 2）。PCR は AmpliTaq Gold kit (パーキンエルマー ジャ
パン,東京)を用い、2x Gold mix 12.5μℓ, Primer 各 1μℓ, H2O 9.5μℓ, DNA 1
μℓで全量を 25μl とした。PCR 反応は、95℃ 5 分間加熱後、初期変性 95℃ 
20 秒、アニーリング 51℃ 30 秒、伸長反応 72℃ 40 秒を 1 サイクルとして
35 サイクル行い、最終伸長反応を 72℃ 5 分間行った後、4℃で保存した。 
 
3-2-3 PCR 産物の確認および精製 




PCR Product Purification Kit (Roche 社)を用い精製を行った。すなわち、
PCR 産物 20μℓに対し Binding Buffer 100μℓを加え、High Pure Filter チ
ューブに移し、遠心(13000rpm 1 分間)後、流出液を廃棄し、Wash Buffer 100
μℓを加え遠心(13000rpm 1 分間)した。次に、再び流出液を廃棄し、Wash 
Buffer 40μℓを加えて遠心(13000rpm 1 分間)後、再度流出液を廃棄し DNA
の洗浄を行った。最後に、High Pure Filter チューブを新しい 1.5ml 用マ
イクロチューブに差替え Elution Buffer 20μℓを加えて遠心(13000rpm 




塩基配列を決定するためのシークエンス反応には、Big Dye Terminator 
v3.1 Cycle Sequencing Kit（Applied Biosystems, USA）を使用した。cycle 
sequence 反応液は、0.2 ml PCR チューブに、Ready Reaction Premix 1 μl、
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5×Big Dye Sequence Buffer 1.5 μl、Primer（1.6 pmol/μl） 1 μl、テ
ンプレート 1 μl、および滅菌水を 5.5 μl 加え、全量 10 μl とした。反
応条件は、96℃1 分加熱後、96℃10 秒、50℃5 秒、60℃4 分を 1 サイクルと
して 25 サイクル行い、4℃で保存した。反応には、TaKaRa PCR Thermal Cycler 
Dice TP600（TaKaRa, 日本）を使用した。 
 Cycle sequence 産物の精製には、Big Dye○R  XTerminatorTM Purification 
Kit（Applied Biosystems, USA）を使用した。反応液は、SAMTM Solution 45 
μl、Big Dye○R  XTerminatorTM Solution 10 μl、cycle sequence 産物 10 μ
l を 1.5 ml チューブに分注し、シェイカー（Taitec, 日本）で 30 分間撹拌
した。撹拌後、1,000×g 2 分間の遠心を行い、上清を 40 μl、ABI チュー
ブに移した。HiDi-formamide 20 μl を添加し、分注してある上清と混合し
たものをサンプルとした。 




3-2-5  遺伝的多様度の算出 
Dog mtDNA HV1 解析に用いた、遺伝的多様度は、下記の式を用いた。 
h=n(1-ΣXi
2)/(n-1)〕 





タイピングが可能な CanineHD BeadChip （イルミナ社、サンディエゴ、




の濃度に調整した全量 25ul を、非盲導犬 13 例と盲導犬 13 例の計 26 例を準
備し、最大解析数 48 例のうち 26 ウエルを使用した。なお、残りの 22 ウエ
ルは、当該研究とは異なる、他の研究解析に用いた。 
全ジェノタイピング結果は、Golden Helix 社製 SVS ソフトウェア （モ




2011 年 6 月から 2013 年 10 月までに、九州盲導犬協会が管理・飼養して
いる、現役・リタイヤ盲導犬、繁殖犬、訓練犬（後に合格犬、不合格犬、訓
練中に分類）の計 146 例の犬の血液から DNA を抽出し、遺伝子解析用のゲノ
ムバンクを構築した（表 1）。 
 
3-3-2 Catecholamine-O-methyltransferase (COMT)遺伝子多型解析 
性格との関連が報告されている遺伝子の中で、Masuda らが報告した報告
したカテコール-O-メチル基転移酵素(COMT) 遺伝子内の 3 種類の SNPs（J. 
Vet. Med. Sci. 2004）ならびに盲導犬に適した犬を選抜する方法（鈴木：
特開 2008-125393、特開 2007-330207、特開 2008-194016）で報告されてい
る 3 遺伝子、4 つの DNA 多型の中から、より一般的に紹介されている COMT
遺伝子の G216A 遺伝子型（ニュートン、2010）について、既報の集団とは異
なる九州盲導犬協会の犬を対象に、‘選抜ではなく研究目的’で COMT 遺伝子
の一部を PCR 増幅し（図 5）、当該 SNP の遺伝子型を判定した。その結果、
GG 型、GA 型、AA 型の 3 つの遺伝子型が検出され（図 6）、犬 146 例の遺伝子
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型は、合計で GG 型が 138 例、GA 型が 4 例、AA 型が 4 例であった。GA 型は
訓練後不合格犬に 3 例、繁殖犬に 1 例検出された。また AA 型 4 例は全て訓
練後不合格犬であった。G216A 座位の A 型対立遺伝子を保有していた 8 例の
品種、性別、不合格理由を表 3 に示した。 
Masuda らは、GG 型は GA 型に比べ活動性が低く（より温厚）[13]、また鈴
木らのグループは北海道盲導犬協会検体で盲導犬群と非盲導犬群を比較し




った 15個体を除外）58例について G216A多型の遺伝子型を比較した（表 4）。
その結果、盲導犬群 39 例は全て GG 型であった。一方、不合格群 58 例の各
遺伝子型は GG 型 51 例 GA 型 3 例、AA 型 4 例であった。次に、2 群間の遺伝
子型頻度（GG 型 versus  GA 型+AA 型）をχ2 検定した結果、χ2値 5.027、
P 値 0.024 と有意差が認められた。なお盲導犬群および不合格群における G
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BeadChip(illumina 社、San Diego、USA)を用いて盲導犬群 13 例、非盲導犬
群 13 例の計 26 例のゲノム DNA を用い、犬の全染色体を網羅する 173,649 
SNPs について遺伝子型を決定した。次に、盲導犬群と非盲導犬群の 2 群間
における各遺伝子座の遺伝子型頻度の差を、Goden Helix SNP Analysis ソ
フト（Goden Helix 社, MT,USA）を用いて統計学的に解析した。その結果、
P 値が最も低かったのは SNP-X（18 番染色体）の 5.6 x 10-5、次に SNP－Y
と SNP－Z で（共に第 14 番染色体）の 8.3x10-5であった。これらの SNP は蛋








3-3-4 ミトコンドリア DNA 解析による九州盲導犬協会関連犬の遺伝子多 
様性 
母系遺伝する mtDNA 内には、Hyper variable（HV） region（control 
region,D-loop)とよばれる超可変領域が存在し、親子・個体鑑別や遺伝的多
様性の研究に用いられている。そこで、九州盲導犬協会関連犬の遺伝的多様
性を調査するため、ラブラドールレトリバー68 検体（雄 34 例、雌 34 例）
の mtDNA HV1 領域(660bp)の塩基配列を決定した。なお、遺伝的多様性は、
杉山らが報告した同品種解析データー[28]と比較した。 
68 例すべての mtDNA HV1 領域の増幅を試み（図 8）、そのうち 660bp の塩
基配列を決定し分析した。その結果、18 箇所の塩基置換が見つかり、検出
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ハプロタイプ数は 1 種類の新規ハプロタイプ(NVLU059)を含む 5 種類が検出
された。各ハプロタイプは NVLU023、NVLU031、NVLU033、NVLU056、NVLU059
で、それぞれの頻度は 3%、16%、69%、3%、および 3%であった。また、189



















COMT 遺伝子内の G216A 座位の 3 つの遺伝子型である GG 型、GA 型、AA 型
のうち訓練後の不合格犬においてのみ GA 型および AA 型が検出された。この
ことは、訓練犬において A 型対立遺伝子を保有する個体は、保有しない個体








最後に、今回の調査した COMT 遺伝子の G216A 座位の盲導犬育成への応用
を考えると、少なくとも九州盲導犬協会が飼養・管理・導入している繁殖犬





アソシエーション解析により、盲導犬群 13 例と非盲導犬群 13 例についてイ
ヌの全ゲノムをカバーする約 170,000SNP の遺伝子型を決定し、両群間にお




れる。また、今回の GWAS 解析では COMT G216A が位置する第 26 番染色体に
は、特に盲導犬群と非盲導犬群間に顕著な有意差は認められなかった。これ










いる mtDNA HV1 領域を解析し、当該集団の遺伝的多様性を評価した。その

















































伝子.A:ｍRNA の構造と既存 SNP*は今回解析した SNP.B:G216A の遺伝
子型判定のための PCR 増幅領域 
 




















図２ イヌ mtDNA HV1 の PCR 増幅領域 


















図 3．CanineHD BeadChip  
（イルミナ社、サンディエゴ、米国）  
 

































 現役盲導犬       
リタイヤ盲導犬 
 繁殖犬 
 訓練中（2013 年 10 月現在） 
合計            
 区分            数（雄、雌）  
 
品種 
L.R.   S.P.   Mix. 
 
 
17（10,7）         13    0    4 
  73（42,31）        48    1    24 
  15（5,10）          6     0     9 
  7 （1,6）          6     0     1 
22（8,14）         20    0     2 
12 (5,7)           9     0     3 
146（71,75）       102     1     43 
L.R.ラブラドールレトリバー, S.P. スタンダードプードル  
Mix L.R. x G.R(ゴールデンレトリバー)の F１など  
  
 




























図 4．COMT exon4 を含む PCR 産物の塩基配列 
*G216A の SNP 部位 
下線はプライマー配列部位 
 



















































図 6． COMT 遺伝子 G216A 多型の遺伝子型 
























表 2． 各区分における COMT G216A 座位の遺伝子型出現数 
                                                               
                                            G216A         
                  GG 型  GA 型  AA 型       
訓練合格犬       
  訓練不合格犬 
  現役盲導犬 
  リタイヤ盲導犬 
  繁殖犬 
  訓練中（2013 年 10 月現在） 












 17        17       0       0 
73         66       3       4 
15         15       0       0 
  7          7       0       0 
22         21       1       0 
12         12       0       0 
146        138       4       4 
区分               数 





表 3.    G216A 座位 A 対立遺伝子が検出された個体の特徴 
                                                                   
   個体番号   品種   性別   遺伝子型  不合格とした理由      
ID003     LR    オス      GA 型    興奮 
ID005     LR    メス      GA 型    興奮度高い、 
ID010     Mix    オス      AA 型    優位性 
ID055      LR    メス       AA 型     犬への反応 
ID091     LR    メス      AA 型    不安度の高さ 
ID094     LR    メス       AA 型     興奮 































表 4. COMT G216A 座位の遺伝子型と盲導犬群と非盲動犬群の相関解析 
                   
盲導犬群          不合格犬群          
（合格犬,現役犬・リタイヤ犬） 
GG 型             39               51* 
GA 型              0                3 
AA 型              0                4 
G 対立遺伝子頻度    1.000                0.905               
A 対立遺伝子頻度    0.000                0.095 
  GG vs. GA+AA 
χ2値            5.027        
P 値              0.024  
 *股関節形成不全,皮膚疾患 , 白内障など疾患により不合格となった個体を除外  
 サンプルには兄弟姉妹が含まれている。 
         















図 7． イヌ全ゲノム相関解析(GWAS)の結果 























染色体上の SNP の位置 























































表 5.  ハプロタイプ頻度の比較 
 今回  杉山ら[28] 
ハプロタイプ   個体数（％）   個体数（％）  
NVLU023   2（3）  26 (39)  
NVLU028   1 (1)  
NVLU031  11（16）  13 (19)  
NVLU032   1 (1)  
NVLU033 47（69）  21 (31)  
NVLU043   2 (3)  
NVLU052   2 (3)  
NVLU056  2（3）  1 (1)  
 NVLU059* 2（3）    
NVLU-HE-189 4（3）    
合計 68 (100)  67  
遺伝的多様度   0.499（0.665）               0.775         
*今回の解析で見出された新規ハプロタイプ 
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年間合格数約 150 頭、合格率約 30％であり、イギリスの成績（合格数は年
















今回の訓練結果では、現在（10 月 31 日）までの盲導犬合格率は 11.8％で
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（2）飼育状況   
見知らぬ犬を見たときのパピーの反応は、「いつもやさしい（いつもフレ
ンドリー）の有（78.6％ χ=4.200 ｐ＜0.05）無」「競争心の有（32.7％χ
=6.198 p<0.05）無」「無関心（ほとんどの場合興味を示さない）有（92.9％   






































域の探索、(3)ミトコンドリア DNA 解析による遺伝子多様性の解析を行った。 
 
（1）COMT 遺伝子の G216A 遺伝子型解析では、犬 146 例の遺伝子型は、GG
型が 138 例、GA 型が 4 例、AA 型が 4 例であった。GA 型は訓練後不合格犬に
3 例、繁殖犬に 1 例検出された。また AA 型 4 例は全て訓練後不合格犬であ
った。さらに盲導犬群（訓練後合格犬、現役・リタイヤ犬）39 例と訓練後
不合格犬 58 例について G216A 多型の遺伝子型頻度を比較した結果、両群に
有意差が認められた。  
その結果、盲導犬群 39 例は全て GG 型であった。これらの結果、COMT(カ
テコール-O-メチルトランスフェラーゼ)の個体レベルでの作用の違いが、気









BeadChip(illumina 社、San Diego、USA)を用いて盲導犬群 13 例、非盲導犬
群 13 例の計 26 例のゲノム DNA を用い、犬の全染色体を網羅する 173,649 
SNPs について遺伝子型を決定した。 




体（雄 34 例、雌 34 例）の mtDNA HV1 領域(660bp)の塩基配列を決定した。
なお、遺伝的多様性は、杉山らが報告した同品種解析データーと比較した。 








































大学 獣医学部 比較動物医学教室 斎藤徹教授に深謝いたします。 
また遺伝子解析実験のご指導、補助にご協力頂きました、日本獣医生命科
学大学 獣医保健看護学科 獣医保健看護基礎部門 （比較遺伝学研究分野）
近江俊徳教授、同大学院博士課程後期 2 年宇田川智野氏、元同大学院大学院
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付表               日付  年  月  日          
パピーウォーカー質問調査表 
パピー名：            ， PW 氏名：                 
1， 居住地域 □農村地帯 □市街地 □繁華街 
2， 住宅様式 □集合住宅 □戸建 
3， 交通環境 □交通量が多い □中程度 □少ない 
4， 家族構成 人数（   ）人 
ア、 妻 
イ、 夫 
ウ、 子（   ）人 
エ、 父 
オ、 母 
カ、 その他（       ）   
  年代  
     10 代未満（   ）人 
10 代（   ）人 
     20 代（   ）人 
     30 代（   ）人 
     40 代（   ）人 
     50 代（   ）人 
     60 代（   ）人 
     70 代（   ）人 
     80 代（   ）人   
5， 家に階段はありますか？ はい・いいえ 
6， 健康状態 委託から引き上げまで体調を崩して病院にかかったことはあります
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か？ 
       どんな病気にかかったか教えてください。（どんな症状：いつ）  
  皮膚 
  耳 
  下痢 
  寄生虫 
  怪我 
  尿 
7， 動物病院に行った時の反応はどうでしたか？  
□ 興奮する。 




8， 排泄状況 現在はどんな場所で排泄していますか？場所            
9， お散歩 1 日   回、1 回   分 
10， お留守番 １日にどのくらいお留守番する時間がありますか？週に  日 





□ 無関心（ほとんどの場合興味を示さない）  
□ 苦手（犬を避けようとする） 
□ 敵意を持つ傾向がある（威嚇したり、攻撃しようとする）  




3 ヶ月以内・3～６ヶ月ごろ・６～９ヶ月ごろ・９～12 ヶ月ごろ・12 ヶ月以上～ 
12，家族や見知らぬ人を怖がったり、怯えたりすることはありましたか？はい・いい
え 
  はいの場合それは、いつ頃ですか？  







唸る その他 具体的に 
来客者    
見知らぬ来客者    
他の犬    
他の動物に対して    
車の中で    
庭にいる時    
子供を見たとき    
お留守の時    
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ください。 
（１：ない 2：数回（回数もご記入ください） ３：時々 ４：しばしば ５：毎
日のように） 
 １ ２ ３ ４ ５ 反応 
見知らぬ人       
見知らぬ子供       
犬       
猫       
鳥       
馬・羊・牛など       
雷       
不快でうるさい音       
車の走る音       
大きなトラック       
車のクラクション       
電車       
人ごみ       
つるつるした床       
階段       
鉄格子（フェンスも）       
車に乗ること       
エレベーター       
エスカレーター       
その他 











□ ③犬や猫などに対して興味があり引っ張る  
□ ④排泄のために引っ張る 
□ ⑤日頃から親しい人に対して好意を持って嬉しくて引っ張る  
□ ⑥人や犬猫などに敵対心をもって向かっていくように引っ張る  
□ ⑦自分自身（パピー）の方が優位であると思って引っ張る  
□ ⑧その他 
ご自由にご記入ください 
                                                  
16，最後になりましたが、パピーの性格、特徴的な行動などがあれば教えてください。  
 
 
以上でアンケートは終了です。ご協力ありがとうございました。 
 
 
 
 
